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原発性非小細胞肺癌 にお け る血 管内皮増殖因子 匝a s cular endothelialgr o w仙 factor, V E G F)-C の 発現性と そ の 臨床的意義を明
ら か にする 目的で肺痛細胞株(6株), 新鮮凍結切除標本 (30検体) 及びホ ル マ リ ン 固定後 パ ラ フ ィ ン 包捜標本(62検体) を用 い
て , VE GF-C の 遺伝子な ら び に 蛋白発現 に つ き検討 を行う と と も に , V E G F-C の 受容体 であ るV E G Fレ セ プタ ー ⅣE G F
r e c eptor,V E G FR)-3 お よ びV E G F R-2の 発現性を検討 し, V E G F-C発現と の 関連性を探 っ た. 半定量的逆転写
- ポ リメ ラ ー ゼ連
鎖反応 (s e miqu antitativ e r ev er s etr an s criptio n-P C R) 法で は, V E G F-C遺伝子発現 は ヒ ト肺癌細胞株6株中4株 に確認できた ･
一 方 , V E G F R 3遺伝子発現 は3株 に確認さ れ , ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 に おい て も5殊 にV E G F R-3蛋 白発現 が確認 され た ･ 肺
癌組織 にお けるV E G F-C遺伝子 の 発現克進 は確認できなか っ た . 免疫組織学的 に, V E G F-C蛋白 は主 に腫瘍朋胞の 細胞質 に発
現を確認でき, その 発現率は全体 と して 38.7 %(24/62) で あ っ た . 膿瘍細胞で の V E G F-C蛋白の 発現性 は受容体の
一 つ で ある
V E G F R-3の 血管内皮細胞で の 発現性 と有意な正相関を示 し b<0.01), さら に, V E G F-C賓白の 発現性 は腫瘍細胞で の V EGFR-3
お よ び VE GFR,2の 染色性と有意な正相関を示 した (ともに p<0.05). V E G F･C蛋白の 発現性 と抗v o nW illebra nd 国子抗体を用い
て評価 し た膿瘍内微小 血管密度 と の 間 に有意 な相関は確認 できなか っ た . Ⅵ三G F-C蛋白の 発現率は , リ ン パ 節転移陽性群が
56.0 % に対 し, リ ン パ 節 転移陰性群が27.0 % と リン パ 節転移陽性群 で の V E GF-C発 現が 有意 に高率であ っ た bく0,05). リ ン パ
管侵襲の 有無で は , リ ン パ 管侵襲陽性群に お ける V E G F-C の 発現率が 58.3 % に村 し, リ ン パ 管優襲陰性群 は6･3 % と リン パ 管
侵襲陽性群 で の V E G F-C 発現が 有意 に高率であ っ た b<0.05). 病期別 に は, Ⅲ/Ⅳ期症例の 発現率が 55.5 % に対 し, Ⅰ/Ⅱ 期症
例 は 25.7 % と進行病期症例 で の VE GF- C発現 が 有意に高率であ っ た (p<0.0 5). V E G F-C蛋白発現群の予後は非発現群に比 し,
有意 に不良であ っ た b<0.05). 以 上 の 結果か ら , 原発性非小細胞肺癌 に お い てV E G F-C は肺癌の 進展 , と りわ け, リ ン パ 行性
転移と関与 して い る 可能性 が示 さ れ た . そ の 作用横序と して , 従来指摘 され て きた パ ラ ク リ ン を介する血管あ るい は リ ン パ 管
内皮細胞の 増生 以外 に , オ ー トク リ ンを 介し て肺癌細胞自身へ の 働 きか けによ り肺癌 の 進展 に促進的作用を及ぼす何ら かの 生
物学的現象の 誘導が存在する可能性 が示唆 さ れ た.
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原発性肺癌 にお い て 予後 を規定する最も重要 な因子の
一
つ と
して リ ン パ 行性転移の 有無があげ られ る . 未 だ不明確である そ
の 機序の 解明 は重要 な研究課題の ひ と つ で ある. 近年, 腫瘍の
増殖お よ び進展 は, 腫瘍血 管新生
1) を含 む様 々 な因子 に より調
節 され て い る こ とが 明 ら か と な っ てき た . 腫瘍血 管新生 の 促進
的国子群 と し て は , 血 管内皮増殖因子(v a s c ula r e ndothelial





増殖因子4), チ ミ ジ ン ホ ス フ ォ リ ラ ー ゼ
5)
, イ ン タ
ー ロ イ キ ン
8 6) な ど多く の 因子が こ れ まで に同定 され て きた . こ れ ら の 中,
V E G F は腫瘍血管内皮細胞の 増殖, 遊走 因子 と して最も強力 に
腫瘍血管新生を促進す る と さ れ て おり
7)
, 様 々 な腫瘍 で V E G F
の 発ヨ卦性は腫瘍内微小血管密度や リ ン パ 節転移と相関し , 予後
の 指標と な る こ と が報告さ れ て きた
8卜 1 4)
, V E G F関連因子群と
して , V E G F 以外 にもV E G F-B
15)
, V E G F-C
16)
, V E G F-D
17)
, 胎
盤成長因子 blac e nta gro wth fa cto r, PIG F)
18)
, V E G F-E
19) の 5種
類が こ れ まで に同定 され, そ の 受容体群と し て V E G F レセプ タ
p ⅣE G Fr e c epto r, V E G F R)-1
20)
, V E G F R-2
21)
, V E G F R 3
2 2)23)の
3種類が 同志 され て い る . 判明 して い る V E G F関連遺伝子群と
受容体群 と の 関係 は , V E G F と V E G F R-1 お よび VE GF R-2
7)
,
V E G F｣B と V E G FR-1
24)




A bbreviatio n s: G A P D H, glyce raldehyde-3-Phosphate dehydr ogen a se;H U V E C, hu m an u mbihcalvein endothelial
c ell, M V D, microvess el den sity;PIG F, Place nta gro wth･fa ctor, R TIPCR, reVerS etra n SCriptionP C R;V E GF, V a S C ular
e ndothelialgro w血 facto r;V E G F R, V a S C ular endothelialg ro w血factor re ceptor
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V E G FID と V E G F R_2 お よ びVE GF R-3
1 7)
, PI G F とV E GF R-1
2 5)
,
そ してV E G FIE とVE G F R21 9) と され, それ ぞ れ の組 み合わ せ で
高親和性 に結合す る . V E G F は主と して血 管内皮細胞 に発現す
る と さ れ る V E G F R-1 お よ び V E G F 路2を介 して 内皮細胞 の 増殖
と遁走を促進 し, 腫瘍 血 管新生を促す
2)
. 他 方, V E G F-C は,
V E G F R 2を介 して血 管新生 を促進する の み な らず, 主と して リ
ン パ 管内皮細胞 に発現する と され る V E G F R-3を介 し て リ ン パ
管内皮 の増生を促 し, リ ン パ 管 の 新生に も関与する 可 能性 が指
摘 さ れ てい る 1 6)26卜 2刀. しか しなが ら, V E G FCの 発現性 に関 し





癌31)に お い て腫瘍内の リ ン パ 管密度ある い は リ ン パ 行性転移
と の 関与が報告 さ れ て い る にすぎな い . 肺癌に お い て は V E G F-
Cと微小リ ン パ 節転移 と の 有意相関が O hta ら
32) に より確認 さ
れ て い る の み で あり, 知見は未 だ乏 し い .
本研究で は原発性非小細胞肺癌切除標本を用い , 肺癌組織 に
お けるV E G F･C の 発現性を検討する と 共に , その 受容体およ び
腫瘍内微小血管密度(mic ro v e ssel de n sibr, M W)を同時評価 し,





ヒ ト肺癌細胞由来 の 細胞株 と して は , 腺病細胞株 3種 (P C-3,
P C-8, P C-14) お よ び扁平上皮癌細胞株3種(P C-10, QG-5 6, QG-
9 5) の 計6種類を用 い た . そして , ヒ ト内皮細胞由来 の 細胞株
と し て ヒ ト 臍帯静脈 内皮珊胞 株 (hu m a n u mbilic al v ein
e ndothelialcell,H U V E C)を用 い た.
2. 臨床検体
19 96年8月 か ら1998年7月ま で の 2年間に金沢大学第 一 外科
学教室で切除 され た 原発性非小細胞肺痛 の うち無作為 に選択 し
た 62例(男性4 5例 , 女性 17例)を対象とした. 年齢 は 38歳 か
ら89歳(平均67.3歳) で あり, 肺癌取り扱 い 規約(第4版)
33) に
よ る 病期分類の内訳 は Ⅰ期28例, Ⅱ 期7例, Ⅲ期26例, Ⅳ期 1
例 , 組織 塑別に は , 腺病36例, 扁平上 皮痛20例 , 腺 扁平上 皮
癌2例, 大細胞癌4例 であ っ た. 新鮮凍結標本 は , 上 述 の 症 例
よ り30検体を無作為 に選択 した . 病期分腰 の 内訳 は Ⅰ 期9例 ,
]期 5例 , Ⅲ期15例 , Ⅳ期1例, 組織 型別 に は , 腺 痛17例, 扁
平 上皮痛9例, 腺扁 平上皮痛1例 , 大細胞癌3例 であ っ た .
I[. 半 定量的逆転写 - ポ リ メ ラ ー ゼ反応 (s e miqu a ntitativ e
re v e rs etr a n s cripdo n-P C R)法
1. 総 R N Aの 抽出
新鮮凍結標本100m g に対 し1mlの 割合で アイ ソ ジ ュ ン (ニ ッ
ポ ン ジ ー ン , 東京) を加え破砕 , 混 濁 した 後 , ク ロ ロ ホ ル ム
(和光, 大阪)を標本10 0m g に村 し0.2mlの 割合で 加え振 とう し
た . 4 ℃, 12,000rpm , 10分 間遠心分離 した 後, 上 清を回収 し2
プ ロ パ ノ ー ル (和光)を100m g に対 し0.5mlの 割合 で 加え4℃ ,
10分静置 し, そ の 後 , 4℃, 12,000rpm , 10分間遠心分離 した .
沈殿を75 %エ タ ノ ー ル (和 光)で洗 い , 7 分間風乾 して 絵 肌 A
を抽出 し, 超 純水 にて 200〃g/ml に調整 した .
2. cD N Aの 作成
R N A溶液 5FLl に オ リ ゴ d T プ ラ イマ
ー (Gibc o B R L,
Ma ryland, U S A)2.5iLlを加え68℃で 15分間, R N Aの 変性 と プ
ラ イ マ ー の ア ニ ー リ ン グを 行 っ た . 氷 上 で 5分間冷却 した後,
10× 逆転写反応緩衝液(50m M Tris 一 塩酸 , 40m M 塩化 カ リ ウ
ム
, 8mM 塩化 マ グ ネシ ウ ム)(宝酒造 , 京都)2.OFLl, 各0.5m M
の 4種 類 の d N T P(宝酒造)8.0 〃l, 1 %仔 牛血 清 ア ル ブ ミ ン
(bovin e s e ru mal bu min)(宝酒造)0.3FLl, 0.1 M ジチ オス レイ ト
ー ル (dithiothr eitol) (宝酒造)0.1FLl, R N A分 解酵素阻害因子
(Rn a sin , Pro m ega, M adis o n, U S A)0.2FLl, 逆転写酵素(r ev e rs e
tr an sc ripta se) (サ ワ デ ー テ ク ノ ロ ジ ー , 東京)0.1FLl, 滅菌蒸留
水 1.8/∠1を加 え総量2 0/∠1 と し, 4 2℃ で 90分間反応 させ て
cD N Aを作成 し, その 後95℃で5分間加熱 し逆転写酵素を不括
化 した.
3. P C R法
cD N Aサ ン プ ル 5 FLl に滅 菌蒸留水58･7FLl, 10倍 P C R反応繚
衝液(50m M T hs 一 塩酸, 40m M 塩化カ リ ウム , 8mM 塩化 マ グ
ネシ ウ ム) (宝酒造)8FLl, 各0.5m M の 4種類 の d N T P(宝酒造)
8.OFLl, TaqD N A ポ リメ ラ
ー ゼ (宝酒造)0･3FLl, お よ び セ ン ス ,
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー (2 0〃M), 各2.5〃1ず つ を加え , 総 量
80〃1 と し た. こ れ を V E G トC では 94℃ で 1分間 の 熱変性 ,
48 ℃ で 2分間の ア ニ ー リ ン グ , 72℃ で1分間の 伸張反応を1 サ
イ ク ル と して 30 サ イ クル の 増幅 を行 っ た . V E G F R-3 お よ び グ
1) セ ル ア ル デ ヒ ト 3 - リ ン 酸脱水素酵素 (glyc e r aldehyde-3-
Table l. V EGF- C, V EGF R-3and GA P D Hge n eprl m erS u Sed inthe study
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肺癌に お ける V E G F･Cなら び に受容体群の 発現
pho sphate dehydroge n a se, G AP D H) の プ ライ マ
ー の 塩基配列,
サ イ ク ル 数 は, 表1 に示 した . な お , P C Rの サ イ ク ル 数 は1 5,
20, 2 5, 30, 35, 4 0 サ イ クル の P C Rを多段階的 に試行 し, バ
ン ドの 強 さを片対数 グ ラ フ に プ ロ ッ ト した際 , 指数増加期 にあ
るも の を選択 した.
4. 電気泳動
cD N A溶液 に3 M酢酸 ナ トリ ウ ム 加 99 %エ タ ノ ー ル (和光)
300/∠1を加え,
- 80 ℃ で2時間静置 した 後, 4℃, 15,000rpm ,
15分 間遠心 した . 沈殿 に80 %エ タ ノ ー ル (和 光)300〃1を加え
4 ℃, 1 5,0 00rpm , 15分間遠心 し, CD N Aの 洗浄を行 っ た . 沈殿
した cD N A を15分間減圧乾燥 し, 泳 動嬢衝液(0.06 % ブロ モ フ
ェ ノ ー ル ブ ル ー , 0.06 % キシ レ ン シ ア ノ
ー ル , 6.7 % グ リ セロ
ー ル) (Sigm a, StI,O uis, U S A)9.OFLlを加え, 室温で 15分間拷
拝 した .
超純水90ml にア ガロ ー ス Ⅹ(和光)1.5gを溶 か し, こ の 中 に,
10倍 Tris - 酢 酸 - E D T A緩衝液10ml, 1FL g/mlエ チ ジ ウム ブ
ロ マ イ ド (和光)10/∠l を加えて 作成 した 1.5 % アガ ロ
ー ス ゲ ル
を用 い , 売電庄100 V に て 45分間電気泳動を行 っ た . 泳動後産
物 は デ ジ タ ル 式画像解析装置(Digital image an alys e r, M ole cula r
Dyn amic s, U S A) に取り込 み エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドに て発光 さ
せ た バ ン ド の 強 さ を数値 化 し , 内 部 コ ン ト ロ ー ル で あ る
GA P D H との 比をとり解析 した.
肺 癌細胞株 に お ける V E G F R-3 m R N A発現 の 検討 の 際に は 陽
性 コ ン ト ロ ー ル と して H U V E Cを用 い , 陰性 コ ン トロ ー ル と し
て cD N A テン プ レ ー トを除い たP C R溶液を使用 した .
Ⅱ . 免疫組織染色法
ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋 ブ ロ ッ ク を4甘m の 厚 さ に 薄
切 し, シ ラ ン コ ー テ ィ ン グス ライ ド (武藤化学, 東京) に付着
させ た . 3容量 の 100% キシ レ ン に て 10分間脱 パ ラ フ ィ ン を行
っ た 後 , 10 0 %エ タ ノ ー ル 3容 量 , 9 0 %エ タ ノ ー ル 1容量 ,
70 %エ タ ノ ー ル 1容 量の 計5容量 にて 20回穫拝 し, 脱水を行 っ
た . V E G F-C お よ び V E G F R-2の 染色 に 際 して は 尿素25g(日本
製薬 , 束京)を滅菌蒸留水5 00ml に溶か し た5% 尿素 に て, ま
た V E G F お よ びv o nW illebla nd 因子 の 染色で は , 0.01 M クエ ン
酸緩衝液(P H 6.0) にて それ ぞ れ 500W , 5分間, 3回の マ イ ク ロ
ウ エ ー ブ処理 を行い , 室温 に て2 5分間放置 し た. V E G F R-3の
染 色で は トリ プ シ ン1 0m g (Sigm a), 塩化 カ ル シ ウ ム (和光)
10m gをPBS(pH 7.2) (日本製薬)10ml に溶 か し た溶液中 にて4 5
分間 , 室温 で 反応 させ , 流水水洗 を 10分間行 っ た . そ の 後 ,
3 %過酸化水素(和光) 加P B S に15分間浸 し, 内因性 ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 阻害 を行 い , 10分間流水水洗後, 再び PB S に浸け た .
次 に V E GF｣C染色で は 羊血 清ア ル ブ ミ ン (ダ コ ジ ャ パ ン , 京都)
を用 い て , ま た V E G F, V E G F R-3, VE GF R- 2お よ び v o n
W i11ebla nd 因子染色で は牛血 清 ア ル ブ ミ ン (ダ コ ジ ャ パ ン) を
用 い て 10分間非特異的反応 の ブ ロ ッ キ ン グ行 っ た′. 抗 ヒ ト
V E G F-C ポ リ クロ ー ナ ル 抗体 (Sa nta Cr u zBiote chn olog y, St
Lo uis, U SA), 抗 ヒ トV E G F ポ リ クロ
ー ナ ル 抗体 (Sa nta Cru Z
Biote chn olog y), 抗 ヒ トV E G F R-3 ポ リ クロ
ー ナ ル 抗体(Santa
Cru zBiote chn ology), 抗 ヒ トV E G F R-2モ ノ ク ロ
ー ー ナ ル 抗体
(Santa Cru ZBiotechn ology), 抗 ヒ ト v o nW illebland 国子モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗体(ダ コ ジ ャ パ ン)をそ れ ぞ れ P B S に て200倍 に希釈
し, 4℃に て24時間反応 させ た.
一 次抗 体反応終了後 , PI∋Sにて 5分間3回の 洗浄を行い , 2次
抗体 と して ビ オテ ン標 識抗 マ ウ ス , 抗 ウサ ギイ ム ノ ダ ロ ブリ ン .
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ヤ ギ抗体(ダ コ ジ ャ パ ン) を室温に て20分間反応させ た . 再び ,
P BS にて 5分間3回の 洗浄を行 っ た後, 標識 試薬と して ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 標識ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン (ダ コ ジ ャ パ ン) を室温 に
て 20分間反応さ せ た. P B S に て5分間3回の 洗浄を行 っ た後,
四 塩 酸 3, 3- ヂ ア ミ ノ ベ ン チ ヂ ン (3,3-dia min obe n zidin e
tetrahydr o chlori de) (和光)20m gを100mlの P B S に溶 か し10/∠1
の 30 %過酸化水素水 (和光)を加えて作成した発色溶液に浸し
た｡ 発色状態を顕微鏡 に て確認しな が ら3 ～ 7分反応 さ せ た後,
流水水洗を10分間行 っ た . マ イヤ ー , ヘ マ トキ シリ ン(武藤化
学) に 1分間浸 し核染色を行 っ た後, エ タ ノ ー ル , キ シ レ ン に
て脱水, 透徹 し, マ リ ノ ー ル (武藤化学) にて封 入 した.
肺痛細胞株を用い た 免疫染色で は , 培養細胞 をP BSを用い て
2回洗浄 した 後, 細胞浮遊液の 濃度を2× 10
5個/ml となる よ う
調整 し, オ ー トス メ ア (サ ク ラ精機 , 束 京) に て 細胞浮遊液を
ス ラ イ ドグ ラ ス に散布(室温, 3,000rpm , 10分 間) して塗抹標
本を作成 した . 塗抹標本は 一 晩風乾 した後, 95 %エ タ ノ ー ル に
て 固定 した . 次 に 内因性 ペ ル オキ シ ダ ー ゼの 阻害を行い , そ の
後の 操作は ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン包埋標本を用い た免疫染
色 と同様 に行 っ た . 一 次抗体 は抗 ヒ トV E G F 軋3 ポリ クロ ー ナ
ル 抗体(Santa Cru ZBiote chn ology)お よび 抗 ヒ トV EGF R:2モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗体(Santa CruZ Biotechn olog y)を用い た .
抗 ヒ トV E GF-C ポリ ク ロ ー ナ ル 抗体, 抗 ヒ トV E G FRr3 ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗体の 吸着試験で は 一 次抗体の ブ ロ ッ キ ン グ ペ プチ ド
(Santa Cru ZBiote chn olog y)0.5 mlをP B S に て200倍 に希釈 した
一 次抗 体溶液0.5 ml に加 え, 37℃ に て2時間反応 さ せ た後 ,
4 ℃, 10,000rpm , 1時間遠心分離 し, 上 清 を 一 次抗体と し て
使用 した .
Ⅳ . ウ ェ ス タ ン プロ ッ ト法
各細胞株 の 細胞数を2.5× 105個 に調整 し, P B S で洗削乳 5%
2t メ ル カ プト エ タ ノ ー ル を含むS D S緩衝液 に溶解 し蛋白を抽出
した , サ ン プ ル 緩衝液【50mM
r
r ris-H Cl(pH 6.5), 10%グリ セ ロ
ー ル , 2 % S D S, 0.1 % ブロ モ フ ェ ノ
ー ル ブ ル ー】6FLl, に20Fl
gの 各蛋白試料を加え, 10 % S D S ポ リア クリ ル ア ミ ドゲ ル に て
電気泳動 し た後 , ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オリ ド膜 (M i11ipo r e,
Bo sto n, U S A) に転写 した. 1,000倍希釈 した抗 ヒ トV E G F R-3 ポ
1) クロ ー ナ ル 抗体 (Santa Cr u zBiote chn olog y) を室温に て3時
間反応 させ た後, 0.05 %脱脂粉乳含有P B S- Tw e e n20 にて洗浄
し, 5,000倍希釈 した ホ ー ス ラ ッ ディ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
標識抗 ヒ ト免疫 グ ロ ブ 1) ン 抗体 仏 m e rsha m, Bu ckingham shir e,
U喝 と室温で 1時間反応させ た. そ の 後, E CL ウエ ス タ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グ検出試英 仏m ersha m) にて 抗原抗体複合体を検出 し
た . 対象と した 肺癌細胞株 は上 述 の 6株 と し, 陽性 コ ン トロ
ー
ル は H U V E C を用 い た .
Ⅴ . 免疫組織染色の判定
1. V E G F C およ び V E G Fの 評価
臨床病理学的背景因子お よ び血 管新生因子群 の 発現性 に関す
る情報 を持 たずに , 腫癌細胞2,0 00個 に つ き染色性 の 判定 を行
い , V E G F-C蛋白発現に関 して は , 10 %以上 に 染色 が見 られ た
場合を陽性 と し, 10 %未満 の 場合を陰性 と した . V E G F黄白発
現 に関して は 50 %以上 の 場合を強陽性 , 仙50 %の 場合を陽性,
10 %未満の 場合を陰性 と多段階評価 した.
2. V E G F R(Ⅵ三G F R2, V E G F R 3)の評価
腫瘍胡胞 に お ける染色性 と血管内皮細胞 にお ける染色性とを
区別 して検討した. 腫瘍細胞 における染色性 は, 染色の ある腫
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瘍細胞 が50 % 以 上の 場合 を強陽性, 1 0-50% に染色の 見 られ た
場合を陽胤 10 %未滴の 場合を陰性と した. また, 血管内皮細
胞に お ける 染色性 は , 腫瘍 組織内の 血 管内皮細胞の 5 % 以 上に
染色が認め られ た 場合 に , 内皮細胞で の V E G F R染色陽性 と し
た .
3. 膿瘍内微小血管密度 匝ic r ov e s sel den sity, M V D) の 評価
臨床病理学的背景因子お よ び血 管新生因子群 の 発現性 に関す
る情報を持 たず に, 腫瘍組織内で抗v o nW illebland 因子抗体陽
性 の 微小血管数が最も多く存在する部位 より 3カ 所を選択 し ,
0.1 m m
2中に 存在する微小血管数を算定 し, そ の 平均値 を腫瘍
内微小 血管密度と した .
Ⅶ . 統計学的処理
V E G FqC, V E G F, V E G FR-3, V E G F R-2発現と 生物学的, 臨
床病理学的諸因子と の 相関性 の 検討に は msbe r直接確率計算法
を用い た . V E G F･C m RN A, V E G F R,3 m R N A, M V Dの 測定値
は平均値 ± 標準偏差 で表 し, 平均 値 の 差 の 検定 に は M an n-
Wh itn eyの U検定 を用 い た . 生存率は Kapla n-Meie r法を用 い て
評価 し, そ の 有意差検定 に はLogra nk法を用い た . Cox 比例 ハ
ザ ー ドモ デ ル を用 い て 単変量解析を行い 危険率(P値) が0.10未
満であ っ た 因子群 を村象と して多変量解析 を行 っ た . 統計 学的
有意差の 判定基準 はp<0.05と した .
成 績
I . 逆転写酵素 P C R(r e v e r s etr a n s c riptio n P C R, R T-
P C R) 法 に基づ く 肺癌細胞様 に お け る V E G F- C お よ び
V E G 恥 3 の発現性
肺癌細胞株にお ける検討で はV EGFqC mR N Aの 発現 は ヒ ト肺
癌細胞株6株中4株 O)C-8, P C-14, QG-56, QG-95) で 確認 され
た (図1). また , V EGF R-3 m R N Aの 発現 は6株中3株 (P C-8,
P C-10, P C-14)で確認 され た (図2).
8 65 bp
- 1ト
1 2 3 4 5 6 7 8
Fig. 1. V E G F-C m R N Ae xpr e s sio ninlu ng c a n c e r c ell lin e s.
Total R N A(1/Lg)fro mlu ng c an c e r c ell lin e s w as r e v e r s e
tra n s cribed in cD N Aandthe cD N Aw as a mpliBed by30cycle s
Of P C R. h n el, M arker;I.a n e2, P C-10;I.,a n e3, QG-56;I. an e4,
P C-8;Lane 5, PC-3;La n e6, QG-9 0;Lan e7, P C-14; La n e8,
n egative c o ntrol.
1 9 0 bp 一 書
1 2 3 4 5 6
Fig. 2. V EGF R-3 m R N Aexpre s sio nin lu ng c a n c e r cell lin e s.
11e m ethod w a sde scribed in Figu rel. I.a n el, M arke r; hn e
2
,
P C-8;I.a n e3, P C-3;La n e4, P C-14;IJa n e5, P C-10;La n e6,
H U V E C.
l[. R T- P C R法 に基 づ く 臨床検体 に お け る V E G F- C お よび
V E G 恥 3 の発現性
V E G F-C m R N Aの 発現率 は腫瘍組織 , 担 痛正 常肺組織 とも に
100 % と高率で あ っ た . 腫瘍 組織 にお け る VE G F-C m R N Aの 半
定量値は 0.76±0.24 であり , 担痛 正常肺組織 にお ける半定量値
0.67±0.10 との 間 に有意 な統計学的差 はなく, 腫瘍組織 に お け
る発現 の 克進 は確認できなか っ た (表2). V E G F R 3m R N Aの 発
現率 は腫瘍組織, 担痛正 常肺組織 ともに100 % と高率 であ っ た .
膿瘍 組織 に お け る V E G F R-3 m R N Aの 半 定量値 は 0.3 6± 0.07,
担痛正 常肺組織 に お ける半定量値 は0.51± 0.08 と, 両 者の 間に
有意差 は認めなか っ た (表3).
Ⅱ . 免疫組織染色法 に基 づく V E GF-C お よびV E G F の発現性
V E G F-C 蛋白発現 は , 主 に腫瘍細胞 の 細胞質 に認 め ら れ た
(図3A). 発現率は全体 と し て38. 7 %(24/62) で あっ た . V E G F
蛋白発現も主 と し て腫瘍細胞の 細胞質 に認め ら れ た (図3 B).
発現 率は 8 5.4 %(53/62) で , こ の うち , 強発 現率 は 45.1 %
(28/62) で あ っ た . V E G F- C と V E G Fの 発現性 と の 間に 有意な
相関は認 めなか っ た b=0.82).
Ⅳ . 免疫染色 に基 づく肺癌細胞様 に お ける V EGF R-3 お よび
V E G F R-2 の 染色性
肺癌細胞株 (P C-14) の 塗抹標本を対象 と し, 抗 ヒ トV E G F R 3
ポリ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 抗 ヒ トV E G F R-2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体を用 い て 免疫染色を行 っ た と こ ろ, 腫瘍細胞 の 細胞質 お よ び
細胞膜 に染色 が認 め ら れ る こ と が 確認 さ れ た (図4 A, 図4 B).
吸着試験の 結果を囲5 に示 した.
Ⅴ . ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 に 基 づ く肺癌細胞様 に お け る
V E G F 駐3 の発現性
肺癌細胞株 6株中5株 (P C-3, P C-8, P C-14, P C-10, QG-56)
に , 分子量12 5k Da の VE GF R･3蛋白 の 発現を示すバ ン ドが確認
さ れ た (図6).
Table 2. V EGF-C m R N Aexpr e sio nin n o n- S m a11c ell lu ng
C a n Cer tlSSue
Sa mples Relativ e a m o u ntratio
a】
Tu m or tiss u e O.76±0.2 4
A djace nt n or m al lu ngtlS S ue O･6 7±0･10
a)T he relative a m o u ntr atio of e ach s ample was c alculated
usinB GA P D Has a ninte rn alc o ntrol･
Table 3. V EGF R-3 mR N Aexpres sion in n o n- S m allc ell
lu ng c an c ertiss u e
Sa mples Relative am o untr atio
a)
Tu m ortis su e O.36 ±0.07
A djac ent n orm a11ungtlSS u e O･5 2±0･08
a)
The relative am O u ntr atio ofe ach sa mple w as c alculated
usingGA PDH as a ninte m alc o ntrol.
肺癌 にお ける Ⅵ三G F C な らびに受容体群の 発現
Ⅵ . 免疫組織染色法 に基 づく肺癌臨床頼体 に お ける V E G 恥
3 お よびV E G F R･2 の染色性
V E G F R 3を用い た免疫組織染色で は , 血 管内皮細胞と腫瘍細
胞 の 細胞質 お よ び細胞膜 に染まり が認 め ら れ た (図 7 A).
V E G F R-3の 血 管内皮細胞 で の 陽性率 は64.5 %(40/62) に対 し,
V E G FR-3 の腫瘍細胞 で の 陽性率は77. 4 %(4 8/62), 強陽性率は
27.4 %(17/62)で あ っ た .
V E G F 路2 は, 血 管内皮細胞と腫瘍細胞の 細胞質お よ び細胞膜
に染まりが認 められ た (園7 B). Ⅵ王G F R 2の 血 管内皮細胞 で の
陽性率 は74.1% (46/62) で あっ た . また , V EGF R 2 の腫瘍細胞
で の 陽性率は100 %(62/62) で , この うち, 強陽性率は51.6 %
(32/62)で あっ た .
Ⅶ . 免疫組織染色に基づく肺癌臨床検体に お け る V E G F･C発
現性と V E G F R･3 およぴV E G F R-2染色性 と の相関
肺癌細胞 における V E G F･C の 発現性 は腫瘍内血管内皮細胞 に
お け るV E G F R 3 の染色性 と有意な正相関を示 した b<0.01) (表
4). さ ら に, VE G FLCの 発現性 は腫瘍細胞 にお ける V E G F R 3 お
よ びVE GF R-2の 染色 性 と有意な 正 相関を示 し た (と も に
Fig.3. Im m u n ohistoche micalstainingrof V E G FLC a nd V E G F,
Par 血 sechons weredqx u affin z ed and im m u n ohis otoche mical
Staining w a spe rfor m ed u sing theim m u n ope ro xida se
te血 niqu e. (邸りme cytopla s m ofc an C e r C ells w a s stain ed wi th
V EGFC. (B)T be cytopla s mofc an C e r Cells w as stained wi th
V E G F. Scaleba rindic ate slOOFL m .
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Fig. 4. Im m u n ohisto che mic al staining~ofV EGF R-3 a nd
V E G F R 2 in 1u ngc an C er C ellline(PC-14). Anto s m e a rse cdon s
W e re Stained using theim m u n ope roxida s ete chniqu e. (A)
Stain ng of V E G F R
-3 w a side nt姐ed in lu ng c an c e r c ell lin e
O)C-14). 田)Stainingof V E G F R:2w aside n也fied in lu ng can c er
C elllin e(P C-14). Scaleba rin dicate s20FLm ･
Fig. 5. Blo ckingte stof V E G F R
･3. VE G FR･3 a ntibody was
Preabs on) ed by ex cess c o nce ntratio n of V E G F R 3an也gen･ No
staining w a s obs e rved wi th the blocking test, a ndthe
Spe Ci丘city of V E G F R-3 a ntibody w a s c o nRr m ed･ Scale bar
in dic ate slOOfLm .
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Fig. 6. We ste rnblot analysis of V E G F R
-3 e xpr e s sio nin lu ng
c a n c e r c e11 1in e s. Cel1 1ys ate s wer eloaded o n lO %
POlya cryl amide gel,tra n Sftrredo nto polyvinylide n ediflu oride
m e mbr an e, and V E G F R 3w a sdete ctedu sing rabbitpolyclonal




3,P C-10;h n e4,QG-56;bne5,P C-3.
Fig. 7. Im m u n ohistochemical staining of V E G F Rp3 a nd
VE G F R･2. T be m ethod was des cribedin Figu re3. 仏)¶l e
e ndothelialcells and c an c ercens we restain ed wi th V E G F R 3.
(B)¶l eendothelialcells a nd c an C e r Cells we re stained wi th
V E G FR:2. Scalebar in dic ateslOOp m .






Po sitiv e 2 4 10(41.6 %)
Negativ e 3 8 7(18.4%)
21(87.5 %)
19(50.0 %)
VEG FR-3(T), V E GF R-3 e xpressio nin tu m or c ells; V EGF R-3













Po sitiv e 2 4 17(7 0.8 %) r 1 7(70.8 %)
]* ;;:去:三;Negatiマe 3 8 15(39.4 %)
VE GF R-2(T), V EGFR-2 e xpressio nin tu m or cells; V E G F R-2
匹C), VE GF R-2 expressio nin endotheli alce11s. * p<0.05.
Fig. 8, Im m u nohisto che mic al staining ofv o n- W illebra nd
血cto r. 1me m ethod w a sdescri bed in Figure3. nle endo也elial
c ells w er estained with v o n- W illebrand fa cto r. Scale ba r
in dic ate slOOiL m .
Table 6. Co rr elatio n betw e e nV EGF- C e xpr essio n a nd
MVD
Expressio n ofV EG F
- C
(v ess elc慧品.1 m m2)
Positiv e 3 0.2 ±2.3
Negativ e 25.4±2.0
Table7. Correlatio nbetw e enV E G Fe xpr essio n and MVD
Expres sio n of VEGF (, e SS｡1 慧昆.1 m m2)
Positiv e 28.2±2.7
Negativ e 26.4±1.8
肺癌 にお けるV E G F Cなら び に受容体群の 発現
p<0.0 5) (表4 , 5).
Ⅷ . V E G F- C お よびV E GF蛋白の発現性 と m との相関
腫瘍組織内微小血管染色像を図8 に示す. V E GF- C蛋白発現
群で の M V Dの 平均値は 30.2± 2.3, V E G FIC蛋白非発現群で は
25.4± 2.0であり, 両者の 間 に有意相関は確認できなか っ た (表
6). ま た , V E G F蛋白発現群で の M VD の平均値 は2 8･2土 2･7,
V E G F蚕白非発現群 で は 26.4 ±1.8 であり , 両 者の 間 に有意相
関は確認 できなか っ た (表7).
Ⅸ . V E G F. C お よびV E GF蛋白の発現性 と臨床病理学的諸因
子 との 相関(表8)
V E G F- Cの 発 現性 は , 性別で は男性 の 陽性率4 6.6 % が, 女性
の 陽性率17.6 % に比 して 有意に高率であ っ た b<0･05)･ リ ン パ
節転移の有無で は , リ ン パ 節転移陽性群 に お ける V E G F
- C発現
率 が56.0 % に対 し, リ ン パ 節転移陰性群で は 27･0 % と リン パ 節
転移陽性群 で の V E G F- C発現が 有意 に高率で あ っ た (p<0･05)･
リ ン パ 管侵襲 の 有無 で は , リ ン パ 管侵襲陽性群の V E G F-C発現
率は58.3 % に対 し, リ ン パ 管侵襲陰性群で は26･3 %とリ ン パ 管
Table8. Correlatio nbetw e enclinic opathologic al
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侵襲陽性群で の Ⅵ王G F C発現率が有意に高率 であっ た b<0･05)･
病期別で はStage Ⅲ/Ⅳ症例で の V E G F･C発 現率 は55･5 % に対
し, Stage I/Ⅲ症例で の V E GF-C発現率 は 25.7 %と 進行病期症
例で の V E G F-C発現率が有意に高率であ っ た ゎ<0.05).
一 九 V E G Fの 発現性 は, リ ン パ 節転移の 有無で は, リ ン パ
節転移陽性群 にお ける V E G F発現率が 68.0% に対 し, リ ン パ 節
転移陰性群 で の 発現率は29.7% と リ ン パ 節 転移陽性群 で の
V E G F発現が有意 に高率であっ た bく0.01). リ ン パ 管侵襲の 有
無で は , リ ン パ 管侵襲陽性群で の V E G F発現率が 70.8 %に対 し,
リ ン パ 管侵襲陰性群で は28.9 % と有意 にリ ン パ 管侵襲陽性群 で
の Ⅷ G F発現が高率 であ っ た b<0.01).
X . 予後 との相関
V E G F_C お よ び V E G F黄白の 発現 の有無 に より生存率を解析
した結果, 両 国子 とも陽性群が陰性群 に比較 し有意 に予後不良
であ っ た (それ ぞれ p<0.05, p<0.01) (園9A, 図9B)･ 単変量解析
を行 っ た結果, 表9 に示 した如く生物学的因子 と して V E G F-C
と V E G F発現 に加え, 血管内皮細胞で の V E GFR-2発現 が , ま
factors and V EGF-C , V EG Fe xpressio ns
No. of
Factors CaS eS
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た , 臨床病理学的因子 と し て, T因子, N因子お よ び病期 が予
後国子と して有意性 を保持 した b<0.05). 単変畳解析 に て 危険
率p<0.10の 因子を用 い て多変量解析を行 っ た結 果, 生物学的因
子 と して は V E G F発現 と血 管内皮細胞 で の V E G F R-2陽性 が ,
Table 9･ Pr ogn ostic impa ct of clinic opathologl C al and
bioIogicalfactors o n ov eral1surviv al(u niv ariate)
Para m eters x
2
pv alue
V E G F- Cpo sitiv e
VEGFpositive
V EGF R-3(T)positiv e
V EGFR-3(EC)positiv e
V E G FR -2(T)positiv e






Stage I,Ⅱ vs. Ⅲ ,Ⅳ
5.819 0.01 59
9.5 3 7 0.00 2 0










(T), eXPreSio n ofea ch fa ctorintu m o r c ells;
(EC), e XpreSSio n ofe ach factorin e ndothelialcells.
1 2 2 4 3 6
Mo nt hs after r ese ctio n
また , 臨床病理 学的因子と し て , T因子 と N 因子 が独立 した 予
後因子と な っ た b<0.0 5) (表10). V E G FJCの 予後因子と して の
独立性は , V E G Fを合わ せ 検討 し た場合明 らか で はなか っ た .
考 察
V E G F-C は199 6年にJo ukovら16)に よ っ て 同定 さ れ た 新 し い
V E G F関連遺伝子群の 一 つ で あ る. V E G F-C は N末 端側 に シ ス
テ イ ン が 豊富な ドメ イ ンを 有する分子量56k Da の 前駆蛋白と し
て合成 され た 後, 細胞 内で プ ロ ツ セ ッ シ ン グを受け, 29 お よ び
31k Da の ポ リ ペ プチ ドと し て細胞外 へ 分泌 され る. そ の 後 , さ
ら に プロ ツ セ ッ シ ン グ過程を経 て , 21 お よ び15k Daの ポ リ ペ プ
チ ドと なり , 前者が , 成熟 型V EGFJCと して 様 々 な生物学的活
性を有す る と され て い る34). v E G F関連遺伝子群 はそれ ぞ れ 異
な る染色体 に存在する が , ク ロ ー ニ ン グ の 結果 より ホ モ ロ ジ ー
の 類 似性 が 高 い こ と が 判明 して い る . 例 え ば, 染色体4q34 に
遺伝子座 を有す る V E G F- C35) は 染色体6p1 2 に存在 して い る
V E G F36)と 3 2 % に相 当す る ア ミ ノ 酸 配列 が 同 一 で あ る .
V E G F R-1 お よ び V E G F R-2 は主 と して 血 管内皮細胞 に発現す る
と され, V E G F R 3 は リン パ 管内皮細胞 に発現す る と され て い る
3 7)3 8)
. v E G F- C は V E G F R-2を 介する経路か ら血 管内皮細胞の 増
殖と遊走を促 し, 血 管新生 に働くの み な らず, V E G F R-3を介 し
1 2 2 4 3 6
Mo nt hs after res e ctio n
Fig. 9. Su rviv alc u rv e S Of thepatie nts with 1u ng c an Ce r aC C O rdingto theV E G F
-C and V E G Fexpre s sio n. (刃●, V E G F▲C po sitiv e c a se s;○,
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肺癌における V E G F Cなら び に受容体群の 発現
リ ン パ 管内皮細胞 の 増殖 , 遊走 を促進 しリ ン パ 管新生を導く こ
と が確認 され て い る
16)26)27)
. Jelts ch ら2 7) は, V E GFLC遺伝子を
過剰発現 させ た 遺伝子組 み替え マ ウ ス の 皮下 に お い て , リ ン パ
管内皮細胞の 増殖と リ ン パ 管の 過形成 が認め ら れ た と報告 して
い る .
肺 癌 組織を用 い た 本研究 で は , リ ン パ 節 転移陽性群 で の
V E G F･C蛋白発現率が リ ン パ 節転移陰性群 の V EG FIC蛋白発現
率 と比較 し有意 に高率 であり, ま た リ ン パ 管侵襲陽性群 で の
V E G FLC蛋白発現率が , リ ン パ 管侵襲陰性群 の V E G F-C蛋白発
現率に比較 し有意 に高率 であ っ た . さ ら に腫 瘍組織内 で の
V E G F-C蛋白 の 発現性 は, そ の 受容体で あるV E G F R･3の 内皮細
胞 に お ける染色性 と有意な正相関 を有 して い た . 以上 の 結果 は,
肺癌 に お け るV E G F Cの 発現が リ ン パ 管 や血 管内皮細胞 へ の パ
ラ ク リ ン な働きかけを介 して , 痛 の リ ン パ 行性転移に関与す る






31) に お い て腫瘍組織に おける V E G FJC と その 受
容体で ある V E G F R 3の 発現性 に関す る検討 が報告 さ れ て い る .
O hta ら
28) は, 血 管内皮以外 に元来V E G F R:3の 発現の み られ る
胸膜中皮 に由来 した悪性胸膜中皮腫 に着 目 し, 腫瘍組織 にお け
るV E G F-C 遺伝子発現が V E G F R･3 遺伝子発現と正相関す る こ
と
, ま た , V E GF｣C 遺伝子発現お よ び V E G F R 3遺伝子発現が腫
瘍内微小 リ ン パ 管密度 と正相関す る こ と を報告 して い る . ま た
Yo n e m u raら
29) は胃痛組織にお い て V E G F･C 遺伝子発現 が克進
して い る こ と , V E G F-C 遺伝子発現 は V E G F R-3 遺伝子発現 と
正 相関す る こ と , さ ら にそ の 発現性 が リ ン パ 節転移, リ ン パ 管
侵襲, 静 脈侵襲 と に 正 相関す る こ と を報告 しい る . Tsu ru S aki
ら
30) は前立腺癌 にお けるV E G F C遺伝子 の 発現性 はリ ン パ 節転
移 の 有無 と正 相関す る こ と, V E G F-C発現例 で は腫瘍問質に お
け る V E G F R-3発 現血管数が 増加す る こ と を報告 して い る .
Valtola ら
31) は乳癌組織 で は 正常乳腺組織 と比較 しV E G F R-3蛋
白発現血管数が増加す る こ と , V E G F R･3蛋白発現血 管の
一 部が
新生 血 管 で ある こ と を報告 して い る . 本研 究で は , V E G F-C 遺
伝子 の 肺癌組織 に お け る発現性 の 克進 は確認 できな か っ たが ,
V E G F-Cの 発現性が , リ ン パ 節転移お よ びリ ン パ 管侵襲 と密接
に関 わ る こ と が 明 ら か と な り , さ ら に , その 受容体 であ る
V E G F R-3蛋白の 腫瘍内血管内皮細胞 に お ける染色性と の 有意な
相関性 が確認 さ れ た .
本研 究 の もう ひ と つ の 興 味深 い 点 は , V E G F R-2 お よ び
V E G F R-3の 染色性が 血 管内皮細胞 の み な ら ず肺癌細胞 にお い て
も確認で き, そ の 染色性は , 腫瘍 細胞 にお けるV E G F-Cの 発現
性 と有意 に 正 相関 して い た こ と で あ る . V E G Fの 受容体であ る








メ ラ ノ ー マ
44)な ど
の 悪性腫瘍 で次 々 と報告さ れ て おり そ の 存 在の 可能性 が指摘 さ
れ て い る . ま た, V E G F R-3の 腫瘍細胞 にお ける発現も, 悪性胸
膜中皮腫28), カ ポ ジ 筋肉腫
37)
, 皮膚 血 管腫, リ ン パ 管腫
38)
, メ
ラ ノ ー マ
45) に お い て 報告 され て い る . 本研究 で は , 肺痛細胞
株 を対象 と して , ⅣトP C R法, 吸着試験 と の 比較 に基 づく免疫
組織染色法およ び ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 にて V E G F R-3の 肺 癌
細胞 で の 発現を検討 し た . い ず れ に お い て も, 肺 癌 細胞 に
V E G F Rr3の 発現を認め た こと か ら , 血管内皮細胞 と とも に肺癌
細胞自身に V E G F R 3 が発現 して い る 可能性が高い と判断 した .
今後 , さ ら に腫瘍細胞 に発現す るV E GFRr3 が実際 に テ ロ シ ン
キ ナ ー ゼ を介す
､
る経路 に より活性化 さ れ る の か否 か に つ い て の
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検討 を行 い , そ の 生物学的発現意義を明確にする必要がある と
考える . 最近, De c a u s sin ら39)は 非小細胞肺癌 におい て VE G F
の 発現性 とV E G FR,1 お よ びV E G F R-2 の血管内皮細胞お よ び 肺
癌細胞 にお ける発現性を検討 し, V E G F は, 内皮細胞と腫瘍朋
胞双方 へ の パ ラ タ リ ン的か つ オ ー トクリ ン 的働きかけか ら肺癌
の 進展 に関与する可能性を指摘 して い る . Speirsら
4の は乳癌組
織 より選択的 に上 皮細胞を抽出 して培養 し, その培養細胞株 に
V E G F と その 受容体であるV E G F R-1, V E G F R-2 が同時に発現 し
て い た こ とか らV E G F はパ ラ ク リ ン に内皮細胞 に働く の み な ら
ず, オ ー トクリ ン に腫瘍細胞自身 へ 働 き腫瘍 の 増殖 に関与して
い る 可能性 がある こ と, また 上皮細胞 の培養株 に V E G Fを投与
した 場合, 有意 な細胞増殖効果は認め られな か っ た こ と を報告
して い る . 今 回の 実験か ら は, 腫瘍灘胞 に お ける V E G F R･3 お
よび V E G F R 2の 染色性が V EGFICの 発現性と正相関を認め て い
た こ と か ら, V E GF-C は内皮細胞 へ の パ ラ クリ ン な働きかけ に
加え, オ ー トク リ ン を介す る経路 によ り何 らか の 生物学的作用
を肺癌細胞自身にも及 ぼ して い る可 能性が示唆 された .
腫 瘍血管新生は腫瘍の 増殖, 進展, 転移 に不可欠である
1)
.
腫瘍 血管新生 の 程度 は, V E G F を は じめと した 血管新生因子 の





, 胃痛49), 乳痛5q, 前立腺癌
51)
,
な ど様 々 な悪性腫瘍 で予後不良因子であ ると 指摘 さ れ て い る .
Fo ntanini ら
46) はStage Iから Ⅲ までを含 め た407症例 の 非小細
胞肺癌を対象 と し た検討か ら, 抗 C D 34抗体を用 い た腫瘍内微
小血管密度が , 独 立 した予後不良国子と な る ことを報告 して い
る . Apolin a rio ら
47)は非小細胞肺痛症例 にお い て , 抗 C D 31抗
体を用い た 腫瘍内微小血管密度が , Stage I か ら Ⅲaまで を含
む11 6例 を対象と した 母集団にお い て は, 有意 な予後不良因子
と は なら なか っ たが , Stage Ⅱ の み の 症例 に限 っ た場 合, 予後
不良因子と して有意性 を保持 した こ とを報告 して い る. 本研究
に お ける検討で は抗v o nW illebra nd 因子抗体を用い て, 腫瘍 内
微小血管密度 と予後 との 相関を検討 したが 統計学的に有意な相
関性 は確認できな か っ た . こ の 理 由と して , 対象と した症例数
が 62例 と 少 なく , 病 期別に 十分 な検討を行うこ と が 困難であ
っ た こ と , 今回用 い た抗v o nW illebr and 因子抗体が必ず しもす
べ て の 新 生 血 管を染め出す と は 限 ら な い こ と
52)
, な どが 挙げ
ら れ る . 従 っ て, 腫瘍内微小血管密度と予後と の 相関は確認で
きなか っ たが , こ の 結果が , 必ず しも腫瘍 血管新生 と 予後と の
関わりを否定するもの で は な い と 考え る.
V E G F-C発現 と予後 との 関連に つ い て Yo n e m u raら
29) は , 胃
癌組織 にお ける V E G F-C発現は , 多変量解析 の 結果, 腫瘍の 壁
進達度, リ ン パ 節転移に つ い で 3番 目 の 独立 し た予後不良因子
であ っ た こ と を報告 し て い る . 今 回の 肺 癌を用い た 検討で は ,
V E G F｣C発現群は , 非発現群 に比 し有意に予後不良であ っ たが ,
予後因子と して の 独立性は確認 できな か っ た . 多変量解析 に て
V E GF_C と V E G F とを比較す る と, V E G Fの 方が 予後に与える
影響が強い こと が 判明 した . さ らに , 両 者に 共通す る受容体で
あり, か つ V E G F R-1 より内皮細胞 の 遁走, 増殖 の 調節作用が
強 い とき れ る
53) v EG F R-2 の 血 管 内皮細胞 で の 染色性が最も強
い 予後不良因子となっ た こ とは , 興味深 い 結果であっ た と考え
る . 現在 , 痛治療の 斬新的 な治療方法と して, 抗 血管新生療法
が開発､さ れ , 実際 に臨床 へ の応用 が始ま っ て い る . 血管新生抑
制剤と して , こ れまで に多く の 阻害剤 や中和抗体が開発されて
きた が 朗ぃり6), い ま だ, Ⅵ王G 払C の阻害剤に関する報告は なさ れ
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て い ない . そ の 他の 血管新生抑制剤 を飼い た抗 血管新 生療法を
補完 しう る治療剤 と して研究, 開発が 待 たれ る . ま た , 予後 の
解 析で 最も強 い 予後不良因子が 血 管内皮細胞 で の V E G F R-2の
発 現 で あ っ た こ と よ り , 欧米 に お い て 臨床治験中で あ る抗
V E G F療法に加え, V E G F R 2 に対す る阻害剤
55) の 肺痛治療 へ の
有効性に期待が持た れ る .
以上 , 肺癌 に お ける V E G F-C発現 と, リ ン パ 行性転移 と の 有
意 な相関が確認 され た こ と よ り, 未 だ不明確 なリ ン パ 行性転移
機序を解く辛が かり に な ると 考える .
結 論
ヒ ト肺癌細胞株6株及 び原発性非小細胞肺痛62症例 の切除標
本を用 い て , V E G F- C発 現 と その 受容体 で あ る V EG F R-2,
V E G F 払3発現 , V E G F発現, 腫瘍内微小血管密度, 臨床病理学
的背景因子お よ び 予後 と の 相関を検討 し, 以下 の 結論を得 た .
1. V E G F-C 遺伝子 は, 肺癌細胞株6株中4株 に発現 が確認 さ
れ た . V E G F R 3遺伝子は肺癌細胞株6株中3株 に発現 が確認 さ
れ, その 黄白発現 は6株中5株に確認 さ れ た.
2. V E G FLC 遺伝子 お よび V E G FR-3 遺伝子 の 肺癌組織 に お け
る発現の 冗進は確認 できなか っ た .
3, V E G F-C蚤 白 は , 主 と して腫瘍細胞 の 細胞質 に発現を認
め, その 発現率 は38,7 %(24/62) で あ っ た . V E G F･C蛋 白の 発
現性 は血管内皮細胞 にお ける V EGFR-3 の発 現性 と 正 相関を示
し
, さ ら に, 腫瘍 細胞 にお ける V E G F R-3 お よ びV E G F R 2 の染
色性 とも正相関を示 した .
4. V E G F- C蛋 白 の 発現性 と腫瘍内微小 血管密度 と の 間に 有
意な相関は認 められなか っ た .
5. V E G F-C蛋 白の 発現率 と臨床病理学的因子 との 相関で は ,
性別で は, 男性 の 発現率 が女性 の 発現率 に比 して , 有 意 に高率
であ っ た . リ ン パ 節転移 の 有無 で は , リ ン パ 節転移陽性群が リ
ン パ 節転移陰性群 に比して , 有 意に 高率であっ た . リ ン パ 管侵
襲の有無で は , リ ン パ 管侵襲陽性群 が リ ン パ 管侵襲陰性群 に比
して , 有意 に高率で あ っ た . 病期別 で は Stage Ⅲ/Ⅳ 症例 が
Stage I/Ⅱ症例 に比して , 有意 に高率 であ っ た .
6. V E G F-C蛋 白発現群 の 予後は非発現群 と比 し, 有 意 に不
良であっ た . た だ し, V E G F Cの 予後因子 と して の 独立性 は確
認されなか っ た .
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T he Expressio n ofVasc ular Endot helialGro wthFactor Ty pe C and its Recepto rs〉 and T heir Climic al Im plic atio ns
in Prim ary Non -S m all Cell Lu ng Can cers
- T he Association wi th Ly m phatic Metastasis
-
Take shi K可ita,
Departm e ntOf Surgery(Ⅰ), School ofMedicin e, Ka n az a wa Univ er sity, Kan a z a w a920-864 0 - J. Juze n Med Soc . , 1 08,
695 - 707(1999)
Key w ords non -Sm al ce11 lu ng c an cer, VaS Cula r e ndothelial growth fa ctor ty pe C, VaS C ula r e ndothelialgro wth fa ct or
re ceptor, a nglOgen eSis, micro ves sel de nsity
Abstra ct
To ev aluate the role ofv ascula r e ndothelialgro wthfa ct orty pe C(V E GF- C)inprim ary nOn - S m allc ell lu ng can cer, V E G F-
C m RNA and protein expre ssion w er e a nalyzed uslng6 lu ng c a nce rc el1 1ines, 3 0fre shly血
･
OZ e nr e S eCtedspe cime ns, a nd 6 2
Parafnn→ emi,eddedspecim ens･ Forthe ass ess ment of the co r elation betw e en V EGF- C andits r ec eptors, V E G Fre c eptor-3
(VE GFR-3) and VEG FreceptorN2(V E GF R-2)expression we re alsoanalyz ed･ Rev er s e tr a n scriptionPC Ran alysis re v e aled
that VE GF- C mRN Aw asdete cted in 66･6%(4/6)oflung c ance rce11 1in es e xamined･ In clinicals amPle s, OVer-e XPr eS Sion of
V E G F- C mR N A in thetumortissue as c o mparedtothe aqjac ent normal 1ungtissue w asn ot clear.In thre eofsix(50%)1u ng
C an Cer Cellin es, VEGF Rq3 mRNA was′detec ted･ Weste rnblotan alysisrev ealed thatV EGF R
-3pr otein w asdetected in 丘v eof
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CytOPlasm ofcance rcells. T hepe rce ntage ofthe patie nts withpo sitiv eV E G F
-C e xpressio n was 3 8.7 %(2 4/62). A signi 丘ca n t
POSitiv e c o rrelation w as cle a rly fo u nd bet we e nthe V E G F
-C e xpr es sionin can c er cells a nd V EGF R-3 expressio nin v ascular
endothelial c ells(P<0.01)･ More over, the e xpr e sio nof V E G ト Cproteinin c a nc e r c ells was significantly asso ciated withthe
inte n sity of both V E G F R
- 3 a nd V EGF R-2 staining in can cer cells(both p<0･05)･ T he relationship between mic ro vess el
de nsity evalua ted by u slng a ntibody agalnS tV O nW illebra ndfactor and V E G F- C pr otein expr es sio n w a s not st atistic ally
Signific a nt. T he V EGF- C pr otein e xpres sion w as signific a ntly gr e at erin the m ale group(4 6.6%)than in the fem ale group
(1 7.6%). T he V E G F-C protein e xpre s sion in patie ntswithlymph n ode m etastasis(56.0%)w as signi丘cantly gr e ater than that
in patie nts withoutlymph node meta s ta sis(27･0%) (P<0･0 5)･ T he V E G F-C protein e xpre ssion in patie nts wi thpositiv e
lym phaticinvasion(5 8.3%)w as signinc antly gr e aterthan thatin patien ts with negativ elym phaticinv a sio n(26.3%)(P<0･0 5)･
T he V E G F- Cprotein e xpressio nin patie nts with stage Ⅲ/ Ⅳdise a ses(5 5.5%)w as significantly gr eaterthan thatin those with
Stage I/Ⅱ dis ease (2 5.7 %)(p<0･0 5). Univ ariate a nalysisde mo n s tr atedthat the patients with V E G F- Cprotein e xpres sion had
Signi nc a ntly po ore r o utcom e s a sc o mparedto those witho utit(P<0･05)･ The se results sug ges t that V E G FL C is as so ciated with
lymphatic m eta st a sis a ndtu m or progre s sio n･ As fbr the m e chanism su nderlying the lymphatic m eta sta sis, the results ofthis
Study s uggest edthe e xiste nc e ofa n auto crin e me chanis m that m ayinduc e so me biologlC albehaviorin lung c a nc er ce11s and
PrOm O te Ca nCerde v elopm e nt,in ad diton tothepara Crin e m echa nis mthatfaciliate sa nglOge n e Sis/lymphanglOgeneSis･
